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Per 1'unificazione
dei fermenti lattici sporigeni

Costantino Gorini

(Ricevuto il 5 Novembre 1942-XXI)

Nel 1894 (1) ho isolato da latte sterilizzato del commercio il primo fer-
mento lattico sporigeno, che descrissi sotto il nome di Bacillus lactis thermo-
philus coi seguenti caratteri principali:  Bacillo aerobico, a spore terminali,
grampositivo, mobile, che non fonde la gelatina, che acidifica e coagula il
latte senza digestione né gasificazione, e si sviluppa fra 37° e 65° C. Per que-
st'ultima proprieta esso costituiva il secondo esempio di termofilo obbligato,
venendo dopo il B. thermophile Miquel 1888 sviluppantesi fra 40° e 70° C.,, il
quale pero ¢ un fermento putrifico (2).

In seguito numerosi bacilli sporiferi termofili pit o meno stretti furono
descritti come altrettante specie coi nomi piu eterocliti, mentre il mio veniva
pressoché dimenticato. Si tratta pero per lo piu di bacilli proteolitici, che
fondono la gelatina e peptonizzano il latte con reazione alcalina o neutra od
anche debolmente acida a mo' di acidoproteoliti; taluno ¢ inattivo sul latte;
talaltro non fonde le gelatina ma non coagula il latte anzi lo digerisce.

Due soli bacilli si comportano, come il mio, da saccaroliti e precisamente
da fermenti lattici, coagulando il latte con acidificazione senza digestione né
aerogenia; essi sono: il B. calidolactis Hussong-Hammer 1928 (3) isolato da
latte pastorizzato, e il B. thermoacidificans Renco 1942 (4) isolato da sierofer-
mento del formaggio grana. Hussong e Hammer mostrano di ignorare la mia
priorita, laddove dichiarano che: « il B. calidolactis ¢ differente dai termofili
descritti nella letteratura, perché la combinazione dei suoi caratteri & insolita
(is inusual) essendo esso un bacillo sporigeno termofilo stretto, che produce nel
latte le stesse modificazioni prodotte dai veri fermenti lattici ». Renco invece
riconosce la mia prioritd, ma a sua volta mostra di ignorare il bacillo
Hussong-Hammer.

I tre bacilli sono similari anche per altri caratteri-chiave: aerobiosi, forma
plectridica, grampositivita. Il bacillo Renco ¢ altresi mobile al pari del mio,
mentre il bacillo Hussong-Hammer sarebbe immobile; senonche, a questo
riguardo, debbo rinnovare il monito gia espresso nel 1894, che per lo studio
della mobilita nei termofili non si addice la comune osservazione a tempe-
ratura ambiente, perché¢ a questa temperatura essi possono rapidamente ar-
restarsi, come succede appunto del mio, che ¢ termofilo stretto al pari del-
I’Hussong-Hammer (che si sviluppa fra 38° e 65° C), mentre il Renco ¢ piut-
tosto termofilo facoltativo, sviluppandosi fra 20° e 55° C. Aggiungasi che la
mobilita va soggetta ad oscillazioni secondo gli stadi di sviluppo, come dimo-
strai mediante la coltura rampicante (5).

I tre bacilli diversificano nei caratteri culturali, ma per certe particola-
rita secondarie che possono ascriversi, in parte, alla diversa termofilia, in
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parte, alla diversa natura e composizione e reazione dei substrati; cio € ben
giustificabile date le diverse epoche e dati i diversi laboratori e i diversi
ricercatori. E superfluo ricordare che da cinquant'anni ad oggi l'allestimento
dei terreni nutritivi € notevolmente modificato sia nella loro costituzione, sia
nella maniera di loro sterilizzazione; lo stesso latte, che un tempo era steri-
lizzato profondamente fino alla tinta bruna, oggi, dopo le mie osservazio-
ni (6), ¢ sterilizzato per lo piu in guisa da mantenere il colorito bianco, e cid
ha influenza sulla rapidita e sulla consistenza del coagulo. E' superfluo ricor-
dare ancora che le patate diversificano a seconda della loro qualita bianca o
gialla e secondo la stagione di raccolta; che brodo, gelatina, agar sono, a
norma di esigenze locali od economiche, preparati ora con infuso di carne,
ora con vari estratti di carne; che il peptone varia sensibilmente a seconda
delle marche, come ho dimostrato nel 1893 (7) a proposito della ricerca del-
l'indolo nelle colture del vibrione colerigeno e ho confermato poi per altre
indagini  (8). E superfluo ricordare infine che l'uso dei substrati a determi-
nato pH ¢ di recente data. Arrogi che anche le dimensioni delle forme ve-
getative e sporali sono variabili col medium, nonché coll'eta e colla fase di
evoluzione e di germinazione, talche, nelle spore, piu che alla forma e alla
grandezza si da valore alla loro posizione nel bacillo.

Insomma occorre un'esperienza abbastanza prolungata per giudicare
quali caratteristiche morfofisioenzimatiche siano normalmente suscettibili di
variazioni; solamente allora riesce agevole di riferire un dato germe isolato
al rispettivo tipo piu vicino e di comprenderlo sotto il medesimo nome. Le
divergenze morfologiche e culturali non essenziali possono fornire criteri
attendibili e utilizzabili di comparazione soltanto qualora si impieghino
condizioni e substrati standard o, meglio, substrati sintetici fatti con ma-
teriali chimicamente ben definiti; altrimenti si rischia di cadere in una tra-
volgente moltiplicazione di specie, di cui Beaver diede classico esempio de-
scrivendo e denominando, nel 1923, ventitre specie nuove (?) di termofili
sporigeni merce¢ « distinzioni basate sopra differenze triviali, nello sviluppo
su patate, nell'aerobiosi od anaerobiosi facoltativa, nella riduzione dei ni-
trati in 18 ore anziché in 5 giorni. (V. Manuale del Bergey, 5% ed., 1939).

I tre bacilli si differenziano altresi nella descrizione, che per il Renco
e per I'Hussong-Hammer ¢ naturalmente arricchita di indicazioni moderne
concernenti l'indolo, la catalasi, la riduzione dei nitrati, il potere fermen-
tativo sui diversi carboidrati, la produzione di acidi secondari accanto all'a-
cido lattico, il quale a sua volta, puo essere destrogiro o levogiro o racemico,
e via dicendo.

Sono tutti dati interessanti, ma che non autorizzano la creazione di
nuove specie, massime quando le specie precedenti sono sufficientemente de-
scritte nei loro caratteri morfo-fisiologici basali, come lo ¢ il B. lactis thermo-
philus. Altrimenti qualunque specie, in qualunque momento, sarebbe desti-
nata ad essere man mano cancellata e sostituita mediante I'accertamento com-
plementare di ulteriori proprieta accessorie, proprieta che possono esistere, fra
l'altro, soltanto in alcuni ceppi, quali la fermentazione di certi carboidrati, la
riduzione dei nitrati, ¢ a norma anche che trattasi di enzimi abituali o adat-

tivi (9).
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Se tutte le cure dedicate alla moltiplicazione delle specie fossero rivolte
piuttosto alla loro unificazione, in base all'esame di ceppi abbastanza nume-
rosi ed a convenienti prove di dissociazione (come io ho pure insegnato (10),
pur ammettendo eventuali varianti, ne deriverebbe una salutare semplifica-
zione di classificazione e di nomenclatura. Ben fece a questo riguardo
Prickett (11) identificando un fermento lattico sporigeno da lui incontrato
nel latte in polvere col bacillo Hussong-Hammer, pur aggiungendovi maggiori
precisazioni relative all'azione sui nitrati e sugli zuccheri, nonch¢ alcune par-
ticolarita morfoculturali secondarie. Mi piace qui citare le recenti ricerche di
Burri (12) e di Puntoni (13) che, mediante larghi esami effettuati sopra una
notevole quantita di campioni assoggettati a prove di dissociazione, condus-
sero rispettivamente a riunire in una medesima specie lo Streptococcus casei
collo Streptococcus thermophilus e ad unificare i diversi batteri lattici dello
Yoghurt. Cosi si facesse per i bastoncini lattici del formaggio e per quelli dei
foraggi insilati, come ho avuto opportunita di reclamare piu volte e anche
ultimamente (14).

Pertanto, a mio parere, i tre bacilli sopraindicati, per le loro qualita piu
significative e caratteristiche morfofisioenzimatiche di fermenti lattici sporigeni
e di plectridi termofili, meritano di essere riuniti in un'unica specie, malgrado
qualche distinzione che non ne lede l'affinitda come non lede la mia priorita,
ma serve anzi da prova convincente della grande variabilita delle proprieta
microbiche secondo le condizioni ambientali. Onde occorre usare parsimonia
eziandio nella coniatura di varianti. Un criterio che potrebbe valere all'uopo
sta nel grado di termofilia, imperocché per mia esperienza, la temperatura di
sviluppo ¢ uno dei caratteri meno incostanti della vita microbica. Si possono
adunque stabilire due varietd: una varieta termofila obbligata (B. Gorini e
B. Hussong-Hammer) e una varietd termofila facoltativa (B.Renco).

Comunque, in conclusione, per il complesso delle ragioni suesposte, tutti i
plectridi termofili coagulanti del latte a mo' di fermento Ilattico, che ho in-
contrato sia nei latti pastorizzati sia nei foraggi insilati, li ho sempre classi-
ficati nell'unico tipo o nell'unica specie B. lactis thermophilus, tenendoli di-
stinti dagli altri bacilli sporigeni pure termofili e acidificanti del latte, ma
che sono caseolitici (B. acidificans presamigenes Gor.) oppure gasificanti
vuoi per processi saccaro clastici vuoi per processi proteoclastici (genere Clo-
stridium).

RIASSUNTO

11 Bacillus lactis thermophilus Gorini 1894 (primo fermento lattico spori-
geno), il Bacillus calidolactis Hussong-Hammer 1928 e il Bacillus thermoaci-
dificans Renco 1942, in base alle loro proprieta morfofisioenzimatiche princi-
pali, possono essere riuniti in una medesima specie caratterizzata da un plec-
tridio termofilo aerobico, grampositivo, che non fonde la gelatina, che acidifica
e coagula il latte a mo' di vero fermento lattico, cio¢ senza digestione né gasi-
ficazione. Le differenze morfo-culturali esistenti nella descrizione dei tre ba-
cilli sono da attribuirsi, in parte, alla variabile composizione, reazione e pre-
parazione dei substrati, secondo le diverse epoche, i diversi laboratori e i di-
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versi ricercatori; in parte, all'aggiunta di proprietd accessorie complementari,
che sono insufficienti alla creazione di nuove specie, ma bastano appena a far
ammettere delle varianti.

ZUSAMMENFASSUNG

B. lactis thermophilus Gorini 1894 (der erste sporenbildende Milchsdure-
bacillus), B. calidolactis Hussong-Hammer 1928 und B. thermoacidificans
Renco, 1942, auf Grund ihrer hauptsichlichen morphophysicenzymatischen
Eigenschaffen konnen in einer einzigen Art vereinigt werden, die durch ein
thermophiles aerobes grampositives Plectridium charakterisiert ist, welches die
Gelatine nicht verfliissigt und die Milch als echtes Mikhsdaureb. ohne Ver-
dauung und ohne Gasblidung séduert und gerinnt.

Die morphologischen und kulturellen Verschiedenheiten unter den
Beschreibungen der drei Bacillen sind, zum Teil zu den verdnderlichen Zu-
sammemetzung, Reaktion und Herstellung der Néhsubstraten je nach den
verschiedenen Epochen, Laboratorien und Forschern; zum Teil, zu der Hin-
zufigung von nebensdchlichen ergdnzenden Eigenschaften zuzuschreiben,
welche ungeniigend sind neue Arten zu schaffen, sondern nur Varietiten an-
zunehmen gestatten.
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Istituto di Chimica Agraria della R. Universita di Perugia

Condensazione acetoinica e “potere
fermento,, dei lieviti alcolici

Prof. Claudio Antoniani (Direttore)

(Ricevuto il 27-12-1943-XXI)

La condensazione acetoinica dell'aldeide etilica ¢ indubbiamente un pro-
cesso biochimico di notevole significato sotto vari aspetti, in parte gia illu-
strati in precedenti lavori !). Essa sembra svolgersi quale reazione appendico-
lare in tutti i processi di fermentazione alcolica, probabilmente, anzi, in
tutti i processi di demolizione glucidica nei quali la decarbossilazione dell'a-
cido piruvico figuri come passaggio obbligato. Se essa sia fine a s¢ stessa,
oppure tappa intermedia di particolari processi di resintesi, ancora non sap-
piamo; abbiamo pero dimostrato che nel corso dell'attivita fermentativa essa
si stabilizza per taluni lieviti allo stadio di acetilmetilcarbinolo (AMC), men-
tre per altri la formazione di AMC non si osserva, e il processo di condensa-
zione si stabilizza in corrispondenza della fase piu ridotta di 2-3-butilengli-
cole (BG). In questa diversita di fisionomia che il processo di condensazione
acetoinica ¢ suscettibile di assumere, abbiamo ritenuto di poter scorgere un
indice di misura del « potere fermento » dei vari lieviti alcolici, inteso que-
st'ultimo come attitudine del lievito a metabolizzare la molecola glucidica
esclusivamente pel tramite della via fermentativa, cioé¢ senza alcun ausilio
energetico da parte di processi ossidativi di tipo respiratorio implicanti I'in-
tervento di ossigeno libero.

E' noto che il « potere fermento » cosi definito non ¢ uguale per tuttii
lieviti. Vi sono lieviti il cui bilancio fermentativo si sposta in misura cospi-
cua dall'equazione classica che traduce I'andamento ideale del processo, e cio
per lo piu si deve al sovrapporsi di processi ossidativi la cui comparsa
rappresenta per il lievito una necessita fisiologica: l'apporto energetico della
fermentazione alcolica non sopperisce al complesso dei fabbisogni vitali e il
lievito ¢ percid costretto a deviare parzialmente il suo metabolismo verso la
demolizione a tipo respiratorio. Ve ne sono altri, per contro, che di questo
ausilio energetico non hanno bisogno, non solo, ma che dal puro processo
fermentativo ritraggono anche un'eccedenza di disponibilita energetica, che
possiamo commisurare dall'entitd del potere riducente che ¢ proprio delle
loro fermentazioni. P ossiamo quindi dire che quanto piu intensa e la ecce-
denza di attivita riduttrici di un mosto in fermentazione, tanto piu spiccato é
il « potere fermento » del lievito che in quella fermentazione agisce. La mi-
sura di questa eccedenza di attivita riduttrici non puo, d'altra parte, essere
eseguita pel tramite di reattivi aggiunti dall'esterno, dato che essa presup-
pone il totale rispetto del complesso di equilibri ossidoriduttivi che sono pro-
pri dell'indirizzo fermentativo in atto, senza di che sarebbe evidentemente
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illusoria; ma pud invece realizzarsi quando, come indice di questa eccedenza,
si scelga uno degli equilibri stessi del normale metabolismo fermentativo,
e tale ¢ appunto il caso dell'equilibrio AMC = BG.

Ho gia riferito altrove '), e sotto altro aspetto, sui primi risultati forniti
dall'indagine da me intrapresa sulla base del criterio ora esposto. Comunico
qui qualche altro dato.

Nel gruppo di lieviti con eccedenza di « potere fermento », che appaiono
cio¢ caratterizzati dalla facolta di ridurre immediatamente e totalmente
I'AMC a BG nel corso della loro attivita fermentativa, rientrano, per quanto ¢
stato sino ad ora assodato, preponderatamente i lieviti del genere Saccha-
romyces; nel gruppo caratterizzato da deficienza di « potere fermento » ven-
gono invece ad inserirsi numerose forme di lieviti che dai saccaromiceti
tipici si discostano per I’abito fermentativo o per le caratteristiche fisiomorfo-
logiche, come appare dal prospetto seguente.

Lieviti con eccedenza di « potere fermento »

1. Saccharomyces ellipsoideus - stipite 24

2 idem idem - stipite 100

3 idem idem - stipite 36

4. idem italicus Castelli

5. idem ellipsoideus - var. major Castelli
6 idem oviformis - var. bisporus Castelli
7 idem Pastorianus Hansen

8 idem anamensis Will e Heinrich

9. idem cerevisiae - stipite di Hansen

10. Zygosaccharomyces globiformis - stipite 58
11. Torulospora tosei - stipite 63

Lieviti con deficienza di « potere fermento »

1. Pseudosaccharomyces apiculatus - stipite 10

2. idem idem - stipite 70
3. idem magnus - stipite 103
4. Saccharomycodes bisporus Castelli

5. idem Ludwigi Hansen

6. Sacchatomyces Pombe Lindner

7. idem octosporus Beijerinck

8. Zigosaccharomyces sp. - stipite 49
9. Torulopsis pulcherrima Lindner (Saccardo)

Un’osservazione va fatta a proposito di Saccharomyces cerevisiae. Non
tutti i lieviti di questa specie condividono il comportamento fornito da
Sacch. cerevisiae Hansen, classificandosi tra i lieviti con eccedenza di « po-
tere fermento ». Ve ne sono di quelli in cui la formazione di BG ¢ preceduta
dalla formazione di AMC, pei quali si pud cio¢ parlare di una fisionomia
mista, fermentativo-respiratoria, variabile a secondo dello stadio della fer-

) Lavori citati in calce.
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mentazione, e quindi di un «potere fermento » intermedio. Questo compor-
tamento ¢ stato riscontrato in due stipiti di Sacch. cerevisiae isolati da lievito
compresso del commercio ed ¢ perfettamente comprensibile se riconnesso
al fatto noto che in questi particolari tipi di lievito, di cui la riproduzione
viene accelerata con l'arieggiamento, la funzione respiratoria si esalta a de-
trimento di quella fermentativa. Il fatto, anzi, che per questi lieviti si sia
rilevato un « potere fermento » ridotto, sta a denotare la effettiva rispon-
denza del parametro analitico da me scelto per la sua valutazione.

Oltre ai due stipiti ora citati di Sacch. cerevisiae rientrano nel gruppo a
« potere fermento » intermedio alcuni altri lieviti a loro volta caratterizzati
dalla facolta di accumulare, contemporaneamente o successivamente l'uno
all'altro, sia 'AMC che il BG. Ecco quelli sino ad ora catalogati,

Lieviti a « potere fermento » intermedio

1. Saccharomyces validus

2. idem paradoxus Batschinskaia
3. idem uvarum Beijerinck

4. idem Chevalier var. torulosus.
5. idem cerevisiae - stipite 410
6 idem idem - stipite 1

7. Pseudosaccharomyces africanus

L'AMC si forma sempre in corrispondenza dei primi stadi della fer-
mentazione, esso va poi gradatamente scomparendo e in sua vece compare il
BG, il quale rappresenta pertanto 1’unico prodotto, praticamente dosabile,
della condensazione acetoinica, alla fine del processo fermentativo. In qual-
che caso, come quello del Sacch. uvarum Beijerinck, 'AMC puo persistere in
quantita notevole anche a fermentazione alcolica ultimata; il BG si sovrap-
pone ad esso.

Vi ¢ infine una quarta categoria di lieviti caratterizzati dal fatto di non
dare n¢ acetoina n¢ glicol nel corso della loro normale attivita fermentativa.
Categoria di notevole interesse sotto molti aspetti, ed in particolar modo per
quanto riguarda la conoscenza del meccanismo secondo cui si compie la
condensazione acetoinica. Se dovesse risultare che in questi lieviti la man-
canza sia di AMC che di BG in ogni stadio fermentativo ¢ dovuta al non
manifestarsi del processo di condensazione aciloinica dell'aldeide acetica, ver-
rebbe infatti automaticamente a cadere la interessante ipotesi di Dirscherl-
Langenbeck, la quale come ¢ noto concepisce detta condensazione come una
consecuzione spontanea della decarbossilazione dell'acido piruvico. Se questo
sia il caso, o se pure I'AMC o il BG si formino, ma per essere subito ulte-
riormente metabolizzati, ¢ da stabilirsi. La caratteristica di non dar luogo
ad accumulo alcuno ne di AMC n¢ di BG ¢ stata sino ad ora riscontrata solo in
due stipiti di Hansenula.

Lieviti pei quali non si osserva né formazione di AMC n¢ formazione di BG

1. Hansenula panis - stipite 51
2. Hansenula nivea - stipite 52
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Il numero degli stipiti si riferisce alla collezione dell’Istituto di Micro-
biologia Agraria e Tecnica dell'Universita di Perugia, dal quale ci vennero
cortesemente forniti i lieviti.

Per la parte metodica rimandiamo agli altri nostri lavori sull'argomento.

RIASSUNTO

Considerazioni sul « potere fermento » dei lieviti alcolici e sulla possi-
bilita della sua misura dall'indice di equilibrio acetoina <« glicol di mosti in
fermentazione.

Esposizione dei primi risultati forniti dall'indagine compiuta secondo
questo criterio su una serie di lieviti di coltura pura.

ZUSAMMEFASSUNG

Bericht iiber das « Ferment-Vermdgen » der alkoholischen Hefen und
iber die Moglichkeit einer Abmessung der vergidrenden Moste mittels dem
Gleichgewichts-Index: Acyloin-Glycol.

Es werden in der Folge die ersten Resultate dargelegt welche aus den
in diesem Sinne ausgefiilhrten Forschungen, bei einer Reihe reiner Kultur-
hefen erhalten worden sind.
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Borace, azione del — sulla nitrificazione 5-7
Borato ammonico, azione del — sulla nitrificazione 5-7
Budelli per insaccati, natura dei — e maturazione delle carni 66
Butilenglicole, presenza di — nelle fermentazioni 48-33
Caglio, influenza del — sulla acidificazione del latte 32-34
Carne in conserva, controllo delle scatole per — 215-221
Carni insaccate, vedi: Insaccati
Caseococcus Gorini 37-38
Cellfalcicula 63
Cellvibrio 63
Cellulosa, fermentazioni e sintesi della 77-92,150-168
— scomposizione della — 28-29, 55-56, 135
Citofaghe, degradazione della cellulosa ad opera delle 28-29, 55
— presenza di — nella microflora insediata sulle lave vesuviane 107
— simbionti stabili delle culture di — att vita dei — 28-29,55
Citromyces 157
— Sormanii 69
Cladosporium Comesii 69
— Savastanii 69
Cloruro di litio, azione del — sulla nitrificazione 6-7
— di sodio, attivita antisettica del — 68
Clostridium 225
— butyricum 203
Coagulo presamico, caratteri fisici del —, potere proteolitico dei fer-

menti lattici e — 31-40
Cocchi acidoproteolitici, vedi: Microrganismi acidoproteolitici
— presenza di — negli insaccati 68, 70
Coefficiente di conduttivita esterna delle scatole per carne in conserva,
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Fermentazione acetica 82-83, 151, 155
— acida degli ortaggi 200-201
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— per vinificazione, preparazione di — 8-22, 131-134
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Maturazione degli insaccati, azione dei microrganismi sulla — 151
Membrane batteriche, produzione e natura delle — 66-73
Microrganismi acetificanti, vedi: Bacteri, acetificanti 77-92, 150-168
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vesuviane 100-101, 106, 107
—presenza di — nell'olio 41-46
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Mycobacterium tuberculosis 79, 82
Mycoderma aceti 82-83
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— presenza di — nell'olio 44-46
— umivori, caratteri degli — 55-64
Schizosaccharomyces Pombe 11. 13-22, 157, 228
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Sorbite, trasformazioni della — ad opera di microrganismi 156
Sorboso, produzione del — ad opera di microrganismi 156
Sostanze gommose prodotte da schizomiceti ed eumiceti 77-92, 150-168
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— lacticus 173, 194, 201
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